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신경손상에 의해 유발된 과민통반응에서 
말초 케모카인 CCL3의 역할
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The Role of the Peripheral Chemokine, CCL3, in Hyperalgesia following Peripheral 
Nerve Injury in the Rat
Joong Woo Leem, Ph.D., Hyun Joo Lee, M.S., Taick Sang Nam, M.D., Ph.D., and Duck Mi Yoon, M.D., Ph.D.*
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Background:  Upregulation of one type of the pro-inflammatory chemokine (CCL2) and its receptor (CCR2) 
following peripheral nerve injury contributes to the induction of neuropathic pain.  Here, we examined whether 
another type of chemokine (CCL3) is involved in neuropathic pain.
Methods:  We measured changes in mechanical and thermal sensitivity in the hind paws of naïve rats or 
rats with an L5 spinal nerve ligation (SNL) after intra-plantar injection of CCL3 or met-RANTES, an antagonist 
of the CCL3 receptor, CCR1.  We also measured CCL3 levels in the sciatic nerve and the hind paw skin as 
well as CCR1 expression in dorsal root ganglion (DRG) cells from the lumbar spinal segments.
Results:  Intra-plantar injection of CCL3 into the hind paw of naive rats mimicked L5 SNL-produced hy-
peralgesia.  Intra-plantar injection of met-RANTES into the hind paw of rats with L5 SNL attenuated hyperalgesia.  
L5 SNL increased CCL3 levels in the sciatic nerve and the hind paw skin on the affected side.  The number 
of CCR1-positive DRG cells in the lumbar segments was not changed following L5 SNL.
Conclusions:  Partial peripheral nerve injury increases local CCL3 levels along the degenerating axons during 
Wallerian degeneration.  This CCL3 binds to its receptor, CCR1, located on adjacent uninjured afferents, 
presumably nociceptors, to induce hyperalgesia in the neuropathic pain state.  (Korean J Pain 2008; 21: 
187-196)
Key Words: CCL3, chemokine, hyperalgesia, neuropathic pain, spinal nerve injury.
서 론
　말초신경계의 손상이나 중추신경계의 손상의 결과로
서 신경병증통증이 유발된다. 이들 신경병증통증의 특
징적인 증상은 특별한 자극을 주지 않았음에도 지속적
이고 비정상적으로 타는 듯한 자발통, 기계적 또는 높은 
온도의 유해 자극이 가해졌을 때 정상에 비해 통증을 강
하게 느끼는 통각과민, 비유해성인 기계자극이나 열자
극에 대해서도 통증으로 인식하는 이질통 등이 있다.1) 
　신경손상 후 말초 및 중추신경계에서는 염증반응과 
함께 면역과정이 유도되고 이것이 신경병증통증에 기여 
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할 수 있는데, 이는 신경손상에 반응하여 염증세포(비만
세포, 중성세포, 대식세포 등)가 모여들고 상주하는 면역
세포가 활성화하여 여러 염증중재물의 생성과 분비를 
유도함을 보인 연구결과에2-4) 의해 뒷받침된다. 염증중
재물 중 사이토카인의 한 종류인 케모카인(chemokine)은 
2−4개의 시스테인(cystein)을 포함한 100개 이상의 아
미노산으로 구성되며 G-단백 커플 수용체에 결합하는 
특성을 보이는데, 아미노기 말단의 시스테인(cystein)의 
수 및 위치 차이에 따라 4개의 아계(subfamily)로 분리된
다. 대부분의 케모카인은 CC (CC motif, β chemokine)
와 CXC (α-chemokine) 아계로 구성되어 있다.5-7) N-말
단에 두개의 시스테인이 있는 경우에는 CC 아계로 분류
되며 CXC 아계의 경우에는 2개의 시스테인과 하나의 
아미노산으로 이루어져있다. 이들 아계 중 아미노기 말
단에 두 개의 시스테인이 서로 인접되어 있는 것을 케모
카인 아계(CC chemokine)라 하는데 이에는 28개의 상동
형이 있다(CCL1-28). 이들 상동형 중 CCL2와 CCL3는 
각각 단핵세포와 대식세포에서 분비되는 염증전구물질
로서 생물학적 특성을 반영하여 monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1)과 macrophage inflammatory protein-1a 
(MIP-1α)로 불리어지기도 하고, 조직손상에 따른 염증
상황이나 신경손상에 따른 신경병증 상황에서 그 생성
이나 분비가 증가하는 것으로 밝혀졌다.8-11)
　CCL2와 CCL3 중 CCL2가 염증성통증과 신경병증통
증에 기여할 것임이 다음의 실험결과에 기초하여 제안
되었다. 즉, 염증이나 신경손상 부위에서 CCL2 생성이 
증가하며, CCL2의 수용체인 CCR2의 mRNA 발현이 염
증 조직이나 손상된 구심신경에서 증가하였다.11) 또한 
CCR2 결여 생쥐(CCR2 knockout mice)에서 염증성통증
반응과 신경병증통증반응이 유발되지 않음이 관찰되었
다.12) 한편 CCL3의 경우는 염증반응에 주로 관여하는 
것으로 알려져 있다. 즉, 염증 유발 시 염증조직에서는 
CCL3와 그 수용체인 CCR1의 발현이 증가하며,13) CCR1 
수용체 길항제의 처치가 염증 유발을 억제시켰다.14,15) 그
러나 신경병증 상황에서의 CCL3와 그의 수용체인 CCR1
의 발현변화에 대해서는 알려진 바가 없다.
　본 연구에서는 CCL3가 말초신경 손상에 의한 신경병
증통증 유발에 관여하는지 알아보는 일환으로서, 신경
병증통증 모델로 잘 알려진 제5요 척수신경결찰(L5 spi-
nal nerve ligation, L5 SNL) 모델 쥐를 이용하여 다음과 
같은 실험을 수행하였다. 첫째 CCL3가 정상 쥐에서 과
민통반응을 유발하며 L5 SNL로 인한 신경손상에 의해 
유발된 과민통 반응이 CCL3의 억제제에 의하여 완화되
는지 조사하고, 둘째 손상된 신경이나 손상된 신경이 분
포하는 발피부 부위에서 CCL3의 생성에 변화가 있는지 
조사하고, 셋째 손상된 신경주변의 구심신경에서 CCL3
의 수용체인 CCR1의 발현에 변화가 있는지 조사하였다.
대상 및 방법
1. 제5요 척수신경 손상 신경병증통증 모델 제작
　본 연구는 연세대학교 의과대학 실험동물 윤리위원회
에서 승인을 받은 후 규정에 따라 진행되었다. 실험대상
인 수컷 흰쥐(Sprague-Dawley, 180−200 g)를 사용하였
다. 신경병증통증 모델로 Kim과 Chung이16) 개발한 제5
요 척수신경 결찰법을 약간 수정하여 시행하였다. 즉 실
험동물을 enfluerane (유도 3%, 유지 2%)과 O2의 혼합가
스로 흡입 마취시킨 상황에서, 좌측 제5요 척수신경을 
노출한 뒤 수술용 견사(6-0)를 이용해 노출된 신경을 결
찰한 후 결찰부위에서 말초 쪽으로 1 mm 정도 되는 곳
을 절단하였는데, 이에 의해 신경병증통증이 효과적으
로 유발됨은 확인한 바 있다.17) 신경손상을 받은 동물은 
근육과 피부를 다시 봉합한 후 회복실로 복귀시켰다(L5 
spinal nerve ligation, L5 SNL).
2. 행동학적 실험
　제5요 척수신경병통증 모델에 있어서 통증반응의 유
발여부 및 완화여부는 행동검사를 통해 조사하였다.
　1) 열적 과민통반응: 실험동물을 투명한 유리바닥 위
에 위치한 투명한 플라스틱 상자에 넣은 후 스트레스를 
줄이기 위하여 15분 동안 환경에 적응 시켰다. 열자극은 
프로젝트 램프를 이용해 자체 제작한 자극기를 이용하
여 광원이 아래에서 유리바닥을 통과하여 쥐의 발바닥 
중앙 부위에 초점이 맞춰질 수 있도록 쪼여 줌으로서 가
해주었다. 신경병증통증 모델 쥐의 경우 발을 오므리게 
되어 중앙부위가 바닥에 닿지 않을 때에는 바닥에 닿는 
부위 중에 일차적으로 가장 중앙에 가까운 부위를 쪼여
주며 그렇지 않을 경우에는 발 뒷부분을 쪼여주었다. 광
원의 강도는 정상 쥐 발바닥에 쪼여 주었을 때 발이 회
피할 때까지의 시간, 즉 발회피잠복기간(paw withdrawal 
latency)이 11 ± 1초가 되도록 조정하였다. 조직의 손상
을 피하기 위하여 가해주는 열자극을 20초가 넘지 않게 
하였다. 5분 간격으로 3회 측정한 것의 평균을 결과로 
얻었다.
　2) 기계적 과민통반응: 실험동물을 금속철망(망 간격, 
0.5 × 0.5 cm)으로 된 바닥 위에 위치한 투명한 플라스틱 
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상자(8 × 8 × 25 cm) 안에 넣은 후 환경 변화에 따른 
스트레스를 피하도록 15분간 환경에 적응시켰다. 동물
이 적응한 후에 다양한 강도의 필라멘트(von Frey filament; 
0.35, 0.53, 0.78, 2.5, 3.7, 5.2, 8.0, 20 g)가 부착된 자극기
를 사용하여 필라멘트를 뒷발바닥에 가해주면서 발의 
회피반응 여부를 조사하였다. 여기서 회피반응을 일으
키기 위한 필라멘트의 최저 강도를 발회피역치(paw wi-
thdrawal threshold)라고 정의하고 이를 구하여 기계적 통
증반응의 지표로 삼았다. 회피반응의 역치는 기존에 발
표된 상하 검증법(up-down testing paradigm)으로18) 측정
하였다.
3. 약물투여
　CCL3 (rat MIP-1α, Peprotech, Rehovot, Israel)와 CCL3
의 수용체인 CCR1의 길항제인 Met-RANTES (R & D 
systems, Minneapolis, MN, USA)를 각각 정상 쥐와 L5 
SNL 모델 쥐의 좌측 발바닥에 주입한 후 발의 기계자극
이나 열자극에 대한 회피반응 역치의 변화를 조사하였
다. 각 물질은 주사하기 직전에 멸균한 0.1 M 인산염완
충용액(phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4)에 녹여서 
사용하였다. 약물주입 방법으로는 발바닥 내 피하주사
(intraplantar injection)를 시행하였다. 쥐를 흡입마취 시
킨 후에 Hamilton 주사기에 부착된 바늘(26-gauge)을 좌
측 발바닥 중앙부 피하에 삽입하고 서서히 약 2분에 걸
쳐 약물(30μl)을 주입하였다. 이때 약물 주입 시나 주입
완료 후 주사바늘 제거 시에 약물이 역류되어 밖으로 새
어 나오지 않는지를 수술 현미경으로 관찰하면서 확인
하였다.
　정상 쥐를 사용한 약물투여 실험은 6개의 군을 대상
으로 실시하였다. 즉 열자극에 대한 회피역치 조사를 위
한 CCL3 주입군, 생리식염수 주입군, CCL3 및 met- 
RANTES 주입군(각 군 n = 9)과 기계자극에 대한 회피역
치 조사를 위한 CCL3 주입군, 생리식염수 주입군, CCL3 
및 met-RANTES 주입군이다(각 군 n = 9). 한편 L5 SNL 
모델 쥐를 사용한 약물투여 실험은 4개 군을 대상으로 
신경손상 후 3일째에 실행하였다. 즉 열자극에 대한 회
피역치 조사를 위한 met-RANTES 주입군 및 생리식염수 
주입군(각 군 n = 8)과 기계자극에 대한 회피역치 조사를 
위한 met-RANTES 주입군 및 생리식염수 주입군이다
(각 군 n = 8).
4. 효소결합 면역흡수 분석법(enzyme-linked im-
munosorbent assay, ELISA)
　제5요 척수신경 손상을 가한 이후에 1, 3, 5, 7, 14, 21
일째 되는 6개 실험군과 대조군으로서의 정상 쥐를 대상
으로 좌우측에서 채취한 좌골신경과 발피부조직에서의 
CCL3 농도를 측정하였다(각 실험군의 모델 쥐 n = 6, 정
상 쥐 n = 3). 좌골신경은 신경손상 부위에서 2 cm 떨어
진 곳에서부터 1.5 cm를 잘라 적출하였으며, 반대측의 
대칭되는 지점에서 동일한 길이의 좌골신경도 적출하였
다. 또한 뒷발의 발바닥 피부조직을 신경손상 측과 반대 
측 발에서 적출하였다. 채취한 좌골신경과 발피부조직
을 −80oC 냉동고에서 실험을 시행하기 직전까지 보관
하였다. 실험을 시행하기 위하여 표본을 4oC에서 녹인 
후 좌골신경과 발피부조직은 단백질 분쇄를 막는 억제
제(protease inhibitor)를 포함한 lysis buffer (20 mM imi-
dazole-HCl, pH 6.8, 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM 
EGTA, 1.0% Triton X-100, 10 mM NaF, 1 mM sodium 
molybdate, 1 mM EDTA, 1μg/ml of leupeptin, aprotinin, 
and PMSF, sigma, Roche)에서 균질화(homogenization) 
시켰다. 원심분리(10,000 g, 4oC, 10 min)를 한 뒤, 상층액
을 취하고 ELISA kit (rat MIP-1α, Antigenix Amereica, 
NewYork, NY, USA)를 이용하여 ELISA 분석을 시행하
였다. 표준곡선(standard curve)은 CCL3 (rat CCL3, Anti-
genix Amereica, NewYork, NY, USA)를 이용하여 100 
ng/ml에서부터 1/2씩 순차적으로 희석하였고(serial dilu-
tion) 광학밀도는 450 nm 파장에서 분석하였다.
5. 면역조직화학법(Immunohistochemistry)
　제5요 척수신경 손상 후 배근절(dorsal root ganglion) 
내 CCR1을 발현하는 배근절세포의 수적 변화가 있는지
를 알아보기 위해 척수신경을 결찰한 뒤 3일째 된 모델 
쥐와 대조군으로서의 정상 쥐로부터(모델 쥐 n = 6, 정상 
쥐 n = 3) 좌우측의 L4 및 L5 배근절을 채취하여 면역조
직화학 염색법을 실시하였다.
　1) 표본제작: 휜 쥐를 마취한 후 0.1 M PBS를 심장을 
통해 관류하고, 4% 중성완충 포르말린 고정액(0.1 M 
PBS를 용매로 이용, pH 7.4)으로 관류고정 하였다. 배근
절(L4 및 L5)을 신경손상측 및 손상 반대측에서 적출한 
후 4% 중성완충 포르말린 고정액에 4시간 동안 고정한 
뒤, 4oC에서 sucrose가 첨가된 PBS에 담가두었다(10%, 
20%, 30% sucrose 용액에서 각각 4시간, 4시간, 12시간). 
배근절은 동결절편 제작용 포매제(optical cutting tem-
190 JW Leem, et al / Korean J Pain Vol. 21, No. 3, 2008
perature, OCT compound, Torrance, CA, USA)를 이용하
여 통상 표본 제작과정에 따라 포매한 뒤 저온도 미세절
단기를 이용하여 −21oC에서 14μm의 두께로 동결절편 
하였다. 절편된 조직은 양이온으로 처리된 슬라이드(Pro-
beon plus-slide, Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)에 
붙인 후 면역조직화학 염색을 위하여 −80oC에서 보관
하였다.
　2) 면역조직 화학염색법(immunohistochemistry): 절편
조직은 배경염색을 막기 위해 PBS로 세정하여 포매제를 
잘 씻어내어 1시간 동안 blocking한 후, 1：100으로 희석
한 anti-CCR1 항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa cruz, 
CA, USA)를 실온에서 하룻밤 동안 처리한 뒤 PBS로 세
척하였다. 다음 이차항체인 biotinylated anti-rabbit IgG 
항체를 1시간 동안 처리하고 PBS로 세척하였다. 그 뒤 
HRP-conjuagated streptavidin을 붙인 후 상온에서 10분 
동안 incubation하였다(Histostain-plus kit, Zymed, San Fra-
ncisco, CA, USA). 이를 3,5-diaminobenzidine (DAB)으로 
발색하였다(DAB-plus kit, Zymed, San Francisco, CA, 
USA). 면역반응 양성 신경세포를 계수하기(counting) 위
하여 헤마톡실린(hematoxylin)으로 적절하게 핵염색을 
실시하였다. 에탄올 계열로 탈수하고 xylene으로 투명시
킨 후 봉입과정을 거친 후 현미경 관찰을 하였다.
　3) 관찰 및 계측: 각 배근절 내에서 CCR1-면역반응 양
성세포 수와 총 신경세포 수를 세어 비율로 나타내었다. 
총 신경세포의 계수 시 hematoxylin에 진하게 염색된 세
포만을 포함하였다. 배근절세포의 세포체 직경은 세포
체 원주의 장축과 단축을 측정하여 그 평균값으로 계측
하였다. 장축과 단축의 측정은 영상자료 분석 프로그램
(Meta-Morph image analyzer, Universal Imaging Corp., 
Downington, PA, USA)을 이용하여 실시하였다. 배근절
세포는 Harper와 Lawson 등에19) 의해 제시한 세포직경
의 크기에 따라 30μm 이하는 소형세포, 30−50μm는 
중형세포, 그리고 50μm 이상은 대형세포로 분류하였
다.
6. 통계분석
　계측한 모든 자료는 평균 ± 표준오차로 나타내었다. 
배근절 내 면역반응 양성 신경세포의 개수에 관해 다른 
처리를 받은 군 간의 비교와 CCL3의 농도에 관해 신경
손상 후 시간 경과가 다른 군 간의 비교는 unpaired 
t-tests를 통해 분석하였다. 행동학적 실험에서 피하주사
한 약물에 대한 회피반응 변화는 주사 전 대조값과 약물 
주사 시간 경과 후 값 간의 paired t-test를 통해 분석하였
다. 각 경우에 있어서 P 값이 0.05보다 미만인 경우에 통
계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
결      과
1. 제5요 척수신경손상에 의한 과민통반응 유발에서 
CCL3의 관련 여부 
　CCL3를 정상 쥐 발바닥에 주입 하였을 때 열자극에 
대한 발회피반응을 보일 때까지의 시간인 발회피잠복기
간과 기계자극에 대한 발회피반응의 역치인 발회피역치
를 측정함으로서, 각각 열적 및 기계적 과민통반응을 조
사하였다(Fig. 1). 발바닥에 CCL3 (8μg/PBS 30μl)를 주
입한 경우는(n = 9) 생리식염수(30μl)를 주입한 경우에
(n = 9) 비하여 열자극에 대한 발회피잠복기간이 주입 
직후 의미 있게 감소했으며 이러한 감소는 약 5시간 정
도(Fig. 1A) 유지되었다. 그러나 CCL3의 수용체인 CCR1
의 길항제인 met-RANTES를 CCL3와 함께 주입한(8μg 
CCL3 ＋ 7.5μg met-RANTES in 30μl PBS) 경우(n = 
9)에서는 열자극에 대한 발회피잠복기간에 있어서 변화
를 보이지 않았다. 이와 유사한 결과가 약물주입 후 기계
자극에 대한 발회피역치의 변화를 조사한 실험에서도 
관찰되었다. 즉 CCL3 (8μg/PBS 30μl)를 주입한 경우(n 
= 9)는 PBS를 주입한 경우(n = 9)에 비하여 기계자극에 
대한 발회피역치가 주입 직후 의미 있게 감소했으며 이
러한 감소는 약 3시간 정도(Fig. 1B) 유지되었다. 그러나 
이 경우도 CCL3의 수용체인 CCR1의 길항제인 met- 
RANTES를 CCL3와 함께 주입(8μg CCL3 ＋ 7.5μg 
met-RANTES in 30μl PBS)한 경우(n = 9)에서는 기계자
극에 대한 발회피역치의 변화를 보이지 않았다.
　제5요 척수신경손상에 의해 유발된 과민통반응에 CCL3
가 관여하는지를 알아보기 위해 신경손상 쪽 발바닥에 
CCL3의 작용을 차단하는 met-RANTES를 주입한 후 과
민통반응의 변화를 조사하였다. 이미 잘 알려져 있는 바
와 같이, 제5요 척수신경손상은 열적 및 기계적 과민통
반응을 유발하는데 이들 과민통반응은 신경손상 후 1−
2일 사이에 최대에 도달해서 수 개월 이상 유지된다. 본 
실험에서는 척수신경손상에 의한 과민통반응이 최대에 
도달한 후 3일째에 met-RANTES의 효과를 조사하였다. 
Fig. 2A에서 볼 수 있듯이, 신경손상에 의해 감소된 열자
극에 대한 발회피잠복기간을 보인 실험 쥐 중 met-RAN-
TES (7.5μl/PBS 30μl)를 주입한 경우(n = 8)는 생리식
염수(30μl)를 주입한 경우(n = 8)에 비하여 발회피잠복
기간이 약물주입 후 30분부터 시작하여 5시간가량 유의
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Fig. 1. Effects of intraplantar injection of CCL3 on thermal and mechanical sensitivities of the hind paw of the na?ve rat. The CCL3
(8μg in 30μl PBS) injection results in a decrease in paw withdrawal latencies to heat stimuli (A), a sign of thermal hyperalgesia, as
well as a decrease in paw withdrawal threshold to mechanical stimuli (B), a sign of mechanical hyperalgesia. Each hyperalgesia was 
prevented from occurring when CCL3 receptor antagonist met-RANTES is co-injected with CCL3 (8μg CCL3 plus 7.5μg met-RANTES
in 30μl PBS). *P ＜ 0.05 compared with PBS injected hind paws.
Fig. 2. Effects of intraplantar injection of met-RANTES on thermal and mechanical hypersensitivities established after L5 spinal nerve 
ligation. L5 spinal nerve ligation results in a decrease in paw withdrawal latencies to heat stimuli (A) as well as a decrease in paw withdrawal
threshold to mechanical stimuli (B). On post-operative day 3, met-RANTES (7.5μg met-RANTES in 30μl PBS) injected into the affected
hind paw leads to a reversal of both decreased paw withdrawal latencies and decreased paw withdrawal thresholds. *P ＜ 0.05 compared
with PBS-injected hind paws.
미하게 반전되어 증가하였다. 한편 제5요 척수신경손상
에 의해 생성된 기계적 통증반응에 대한 met- RANTES
의 효과를 조사한 결과를 Fig. 2B에 나타내었다. 즉 신경
손상에 의해 감소된 von Frey 필라멘트 자극에 대한 발
회피역치를 보인 실험 쥐 중 met-RANTES (7.5μl/PBS 
30μl)를 주입한 경우(n = 8)는 생리식염수(30μl)를 주
입한 경우(n = 8)에 비하여 발회피역치가 약물주입 후 
30분부터 시작하여 3시간가량 유의미하게 반전되어 증
가하였다.
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Fig. 3. Changes in CCL3 levels in the sciatic nerve and the paw skin of rats at different times after L5 spinal nerve ligation. Concentrations 
of CCLs are measured from a piece of the sciatic nerve (A) or from a part of the sole of the hind paw skin (B), which are distally
placed from the ligature. The CCL3 levels of both the sciatic nerve and the paw skin on the ipsilateral side increase significantly in
groups of post-operative day 1 and 3 as compared with naïve rats. Such CCL3 levels return to the baseline on post-operative day 
5 and remain so until post-operative day 21. The CCL3 levels of the sciatic nerve and the paw skin on the contralateral side is not
significantly different from those of naive rats. *P ＜ 0.05 compared with naïve rats.
2. 제5요 척수신경손상 후 퇴화되는 신경섬유가 있
는 말초 쪽 좌골신경 및 발피부 부위에서의 
CCL3 농도 변화
　제5요 척수신경손상 후에 왈레리변성(Wallerian dege-
neration)이 진행되는 신경섬유가 있는 말초 쪽 좌골신경 
및 발피부 부위에서의 CCL3 농도변화를 효소결합면역
흡수 분석법을 이용하여 측정하였다. 먼저 신경손상을 
가한 이후에 1, 3, 5, 7, 14, 21일째 되는 6개 실험군과 
대조군으로서의 정상 쥐를 대상으로 좌우측에서 채취한 
좌골신경과 발피부에서의 CCL3 농도를 조사하였다(각 
실험군의 모델 쥐 n = 6, 정상 쥐 n = 3). Fig. 3A에 나타
냈듯이, 정상 쥐인 대조군에서 채취한 좌골신경 내 
CCL3 농도(41.97 ± 3.78 ng/ml)에 비해 신경손상 후 1일
째 실험군과 3일째 실험군에서 채취한 좌골신경 내 
CCL3 농도는 각각 89.48 ± 7.41 ng/ml와 80.69 ± 7.98 
ng/ml로서 유의미한 증가를 보였다. 이와 유사한 증가현
상이 신경손상 쪽 뒷발의 피부조직에서도 관찰되었다. 
Fig. 3B에서 볼 수 있듯이, 정상 쥐인 대조군에서 채취한 
발피부에서의 CCL3 농도(27.62 ± 1.96 ng/ml)에 비해 신
경손상 후 1일째 실험군과 3일째 실험군에서 채취한 발
피부에서의 CCL3 농도는 각각 45.12 ± 5.24 ng/ml와 
40.89 ± 4.81 ng/ml로서 유의미한 증가를 보였다.
3. 제5요 척수신경손상 후 손상된 신경섬유에 이웃
하는 비손상 구심신경이 있는 L4-DRG 내의 
CCR1-발현 신경세포의 변화
　제5요 척수신경 손상 후 배근절 내 CCR1을 발현하는 
배근절세포의 수적 변화가 있는지를 알아보기 위해 척
수신경을 결찰한 뒤 3일째 된 모델 쥐와 대조군으로서의 
정상 쥐로부터(모델 쥐 n = 6, 정상 쥐 n = 3) 채취한 좌
우측의 L4 및 L5 배근절을 대상으로 CCR1의 항체에 대
한 면역반응에 양성을 보이는 신경세포를 조사하였다. 
그 전형적인 예를 Fig. 4에서 볼 수 있는데, 면역반응 양
성 배근절세포는 주로 직경이 비교적 작은 세포였다. 이
러한 CCR1 면역반응 양성 배근절세포를 계수하여 직경
이 5μm씩 증가하는 크기의 무리로 분류하여 각 무리에 
포함되는 신경세포 수의 분포를 히스토그램으로 Fig. 5
에 나타내었다. 각각의 배근절에 존재하는 총 신경세포 
수의 평균값은 모든 집단 간에 유의미한 차이가 없었다. 
또한 정상 쥐의 배근절(L4 및 L5) 내 CCR1 면역양성세
포가 차지하는 비율과 비교하여 제5요 척수손상 모델 쥐
의 손상 측 L4 또는 L5-배근절과 반대 측 L4 또는 L5-배
근절 내 CCR1 면역양성세포가 차지하는 비율은 통계적
으로 유의미한 차이가 없었다.
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Fig. 4. Photomicrographs of 
immunohistochemical staining 
of lumbar dorsal root ganglia 
after incubation with anti-CCR1.
The majority of CCR1 immuno- 
reactive neurons are small- and
medium-sized ones as indicat-
ed by arrowheads. The pro-
portions of CCR1 immuno-re-
active neurons in both L4 and 
L5 dorsal root ganglia appear 
not to be different between 
naive and L5 spinal nerve liga-
tion rats. The same holds true 
for such proportions on the ip-
silateral side versus the contra-
lateral side of L5 spinal nerve 
ligation rats. Scale bar, 100μm.
고      찰
　본 실험에서는 제5요 척수신경 결찰(L5 SNL) 모델을 
이용하여, 손상신경이 분포하는 뒷발피부에서 CCL3의 
작동을 차단한 결과 이 모델에서 관찰된 기계적 및 열적 
과민통반응이 완화됨을 보였다. 또한 CCL3를 정상 쥐 
발바닥에 주입하였을 때 L5 SNL에 의해 생성된 기계적 
및 열적 과민통반응과 유사한 반응이 유발되었으며, 이 
과민통반응은 CCL3의 수용체 차단제에 의해 억제되었
다. 그리고 L5 SNL 후 신경 손상부위의 말초 쪽 좌골신
경 조직에서 CCL3의 농도가 정상 쥐의 경우와 비교하여 
유의미하게 증가하였는데, 특히 신경손상 후 1일과 3일 
째 날에 증가함이 관찰되었다. 이와 비슷한 CCL3의 증
가는 신경손상 측의 뒷발 피부조직에서도 관찰되었다. 
마지막으로 CCL3의 수용체인 CCR1은 정상상황에서 뒷
발에 분포하는 통각수용성 구심신경(nociceptive afferent 
neuron)에 존재하는데, L5 SNL 후에 이 CCR1를 보유한 
통각수용성 구심신경은 수적으로 아무 변화를 보이지 
않았다.
　정상 쥐의 발에 피하주사 한 CCL3는 기계적 및 열적 
과민통반응을 유발하였는데 이러한 과민통반응은 L5 
SNL에 의해 생성된 기계적 및 열적 과민통반응과 유사
하였다. 또한 CCL3의 피하주사에 의해 유발된 과민통반
응은 CCL3의 수용체 차단제인 met-RANTES를 함께 주
사하면 그 생성이 억제됨을 보였다. 이들 결과로부터 L5 
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Fig. 5. Size distributions of CCR1 immuno-reactive neurons in dorsal root ganglia of lumbar spinal segments of rats. Histograms indicate
the mean number of total (unfilled bars) and CCR1 immuno-reactive neurons (filled bars) belonging to particular groups of neurons with
soma at different diameters ranging from 5 to 100μm with a 5-μm step increment for naive rats and L5 spinal nerve ligation rats 
(A−E). The proportions of CCR1 immuno-reactive neurons classified into small (＜ 30μm), medium (30−50μm), and large (＞ 50μm) 
groups are shown in F. No significant differences in proportions of CCR1 immuno-reactive positive neurons in L4 and L5 dorsal root 
ganglia are observed for all groups of neurons between naive and L5 spinal nerve ligation rats.
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SNL에 의한 과민통반응의 생성은 CCL3가 수용체인 
CCR1에 작용하여 이루어질 것임을 추측할 수 있다. 또
한 L5 SNL에 의해 생성된 기계적 및 열적 과민통반응이 
유지되는 상황에서 손상 측 발피부에 국소적으로 주입
해 준 CCR1 수용체 차단제인 met-RANTES에 의해 과민
통반응이 완화됨을 보였는데, 이 결과는 뒷발의 피부조
직에서 CCL3에 의한 CCR1 수용체의 지속적인 활성화
가 과민통반응의 유지(maintenance)에 기여함을 의미한다.
　CCL3는 관절염과 같은 염증상황에서 주로 대식세포
로부터 분비됨이 밝혀졌다.20) 또한 면역보강제(adjuvant)
를 피하에 주입한 관절염모델을 이용한 연구에서 염증
조직 내 CCL3의 mRNA 발현이 증가하고 CCL3 항체에 
양성반응을 보이는 세포가 증가함이 보고되었다.14,15) 이
들 실험결과는 염증상황 시 CCL3 생성에 관여하는 세포
의 수가 증가하고 그 결과 많은 양의 CCL3가 분비될 것
임을 의미한다. 한편, 좌골신경이 완전절단된 상황에서 
절단된 좌우 근위부 신경조직에서 CCL3의 농도가 증가
하고9) CCL3의 mRNA가 양적으로 증가하였음이 밝혀졌
는데,21) 이로 보아 신경손상 시 손상부위에서 국소적으
로 염증상황이 유도됨을 알 수 있다. 본 연구에서는 L5 
SNL 후 말초 쪽으로 분포하는 손상된 신경섬유를 포함
하는 좌골신경 부위와 발피부 부위에서 CCL3의 농도가 
정상 쥐의 경우와 비교하여 손상 후 3일째까지 최대의 
증가함을 보이다가 5일째에 원상으로 회복됨을 보였다. 
이들 좌골신경 부위와 발피부 부위에는 왈레리변성을 
보이는 손상신경 축색과 손상 받지 않은 구심신경의 축
색들이 밀착하여 함께 뒤섞여 존재한다. 이로 보아 왈레
리변성이 진행되는 부위에서 염증반응에 의해 증가한 
CCL3가 주변의 손상 받지 않은 구심신경 특히 통각성구
심섬유에 작용하여 그 반응성에 영향을 미칠 수 있음을 
생각해 볼 수 있다.
　쥐의 체감각성 구심신경에는 정상상태에서도 CCR1
이 발현되어 있음이 관찰된 바 있다.22) 염증조직에서는 
CCL3 농도와 CCR1 발현이 증가되어 있음이 보고되었
다.14,15) 본 실험에서는 신경병증 상황으로서 말초신경에 
부분적으로 손상이 가해진 경우에 CCR1의 발현이 어떻
게 변화하는지를 조사하였다. 이를 위해 손상 받은 구심
신경과 손상 받지 않은 구심신경의 배근절세포체(dorsal 
root ganglion cell)를 대상으로 CCR1 항체에 대해 면역반
응을 보이는 신경세포의 수적 변화를 검사하였다. 이에 
관한 이론적 배경으로는 병리적상황에서 특정단백질을 
발현하는 신경세포가 여러 성장인자(trophic factor)의 작
용으로 인하여 수적으로 증가하는 경우가 자주 관찰된
다는 점이다.23-25) 그러나 본 실험결과는 부분적 신경손
상 후 손상 측이나 손상 반대 측 모두에서 CCR1 항체에 
대해 면역양성반응을 보이는 세포의 수적 변화가 손상
신경세포나 비손상신경세포에서 관찰되지 않았다. 그러
나 수적인 면에서의 변화와는 상관없이 신경세포 내 
CCR1 발현이 증가되었을 가능성을 배제할 수 없다. 실
제로 전립선암과 관련한 macrophage migration inhibitory 
factor의 경우 이들을 포함하는 세포의 수적 변화 없이 
그 발현이 항진됨이 보고된 바 있다.26) 따라서 L5 SNL 
후 좌골신경 부위에서 발현되는 CCR1의 세포 내 단백질
이나 mRNA 수준에서의 양적 변화에 관한 연구가 차후 
수행되어져야 할 것이다.
　말초신경의 부분손상에 따른 신경병증 시 손상부위에
서 말초 쪽의 신경에서 생성된 CCL3가 기계적 및 열적 
과민통반응 유발에 어떻게 기여하는지에 관하여 아직 
밝혀진 바가 없다. 그러나 CCL3가 열과 캡사이신의 수
용체인 TRPV1 채널을 민감화시킨다는 보고는22) 그 기
전 설명을 위한 단서를 제공한다. 즉, 부분적 말초신경 
손상 후 손상신경의 말초 쪽으로 진행되는 왈레리변성 
부위에서 국소적으로 염증반응이 유도되고 그 결과 CCL3
를 포함하는 여러 염증전구물질이 생성되어 분비될 것
이다. 특히 CCL3는 왈레리변성이 진행되는 손상된 구심
섬유의 주변에 있는 비손상 통각수용성 구심신경에 존
재하는 수용체인 CCR1에 작용하여 TRPV1 채널을 민감
화 할 것이다. 이를 통해 통각수용성 구심신경은 민감화
되고 결과적으로는 과민통반응이 유발될 것으로 생각한
다.
　결론적으로, 부분적 말초 신경손상에 의해 유발된 기
계적 및 열적 과민통반응 유발에는 손상신경 부위에서 
케모카인 CCL3의 발현 증가가 관여한다고 생각한다. 한
편 CCL3 수용체인 CCR1을 보유한 구심신경의 수적 증
가는 관찰되지 않았으나, CCL3 증가에 따른 CCR1의 증
가를 가정한다면 단일 신경 내 CCR1 발현 증가를 추측
해 볼 수 있다. 임상적인 측면에서 CCL3의 작용을 효과
적으로 차단하는 CCR1 길항제의 개발은 신경병증통증
의 효과적인 치료를 위한 한 방법이 될 것이다.
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